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n el cultivo de la papa (Solanum
tuberosum L.), uno de los más impor-
tantes de la república mexicana, la
Confederación de Productores de
Papa de México (CONAPAPA) reportó, en 2001,
una superficie de 65,000 ha sembradas. De la in-
versión total, aproximadamente 17% (cerca de 85
millones de dólares americanos) se destina a la
adquisición de tubérculo que se usará para semi-
lla; por tal motivo, los daños o pérdidas que inci-
den directamente en la semilla son realmente de-
sastrosos.1
En Nuevo León se siembran alrededor de 3,867
ha de papa que representan una importante fuen-
te de ingreso. El rendimiento promedio de la re-
gión es de 30 a 35 toneladas por hectárea, lo cual
supera la media nacional, que es de 20 a 22 tone-
ladas.2
Un factor importante que limita el rendimien-
to del cultivo es la ocurrencia de enfermedades:
las de naturaleza viral limitan la introducción de
semilla al país y producción de la papa, ya que
disminuyen la calidad y el rendimiento del tubér-
culo que se utiliza para semilla y para consumo
fresco o industria. Entre las enfermedades virales,
el virus Y de la papa (PVY) es uno de los más
frecuentes y problemáticos, ya que causa mosai-
cos severos en la planta, flacidez de las hojas y
grandes lesiones necróticas en las nervaduras, con
pérdidas consecuentes que van de 10 a 80% del
rendimiento.3-7
El ensayo de inmunoadsorción de enzimas li-
gadas (ELISA) es el método rutinario de diagnós-
tico de PVY. Además, con la utilización de anti-
cuerpos monoclonales se pueden diferenciar algu-
nas de las variantes de este virus. Sin embargo, la
variante NTN, que recientemente se ha detectado
en algunos países de Europa, no se ha podido di-
ferenciar de la raza necrótica debido a la similitud
de la cubierta proteica en ambas, por lo tanto,
con la utilización de técnicas moleculares, como
la RT-PCR, se ha distinguido la variante NTN de
los otros miembros del grupo PVY-n.8-10
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
implementar la técnica RT-PCR para la detección
de la variante NTN y determinar su ocurrencia en
plantaciones comerciales de papa en Nuevo León.
Materiales y métodos
Se llevaron a cabo colectas de plantas de papa en
tres lotes comerciales localizados en el ejido San
Joaquín, Galeana, N.L., durante verano-otoño de
2004 y primavera-verano de 2005. En cada mues-
treo se tomaron, al zar, diez muestras de plantas
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en desarrollo vegetativo. Todas las plantas colec-
tadas pertenecían a la variedad Mondial. Al finali-
zar el ciclo de 2004 se colectaron tubérculos en la
cosecha y se tomó una muestra al azar de 400.
Los tejidos utilizados para la extracción de ácidos
nucleicos fueron: foliolos, brotes y estolones de
tubérculos. La obtención de RNA fue mediante
el método comercial Trizol ReagentMR, de la com-
pañía Molecular Research Center, además del
Chomczynski y Sacchi.11 El método Trizol
ReagentMR consiste en lo siguiente: se pesaron de
100 a 200 mg de muestra y se adicionó 1ml del
reactivo Tri ReagentMR en un mortero y se
homogenizó con el pistilo; ya homogenizada la
muestra se transfirió a un tubo de centrífuga de
1.5 ml, y se incubó a 5 min a temperatura am-
biente; después se centrifugó a 12,000 rpm y se
transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo.
Posteriormente se agregaron 200 µl de cloro-
formo, se mezclaron en vórtex 15 seg y se incuba-
ron de 2 a 3 min; luego se centrifugaron nueva-
mente a 12,000 rpm, durante 15 min, y se trans-
firieron de la fase acuosa a otro tubo nuevo.
Se precipitaron los ácidos nucleicos, con 500
µl de isopropanol frío, y se incubaron por 10 min
a -20ºC, se centrifugaron a 12,000 rpm por 10
min, se decantó y se agregó 1 ml de etanol frío a
70% para lavar el ácido nucleico, se mezcló con
vórtex y centrifugándolo a 7,500 rpm durante 5
min, posteriormente se eliminó la fase acuosa.
Se dejó secar la pastilla por inversión y se
resuspendió el ácido nucleico en 20-30 µl de agua
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) incuban-
do después a 55-60ºC durante 10 min. Cuando
el RNA no se utilizó inmediatamente, se almace-
nó a -20ºC hasta su uso.12
Se evaluaron los iniciadores específicos para
PVYNTN descritos por Weilguny y Singh: antisen-
tido 1, antisentido 3 y sentido 4, y los reportados
por Moravec et al.: Mor 1, Mor 2 y Mor 3; además
se utilizaron los iniciadores S4 y antisentido pro-
puestos por Nie y Singh para diferenciar PVYN
de las otras variantes (PVYC, PVY0).13-16
La reacción de RT-PCR se llevó a cabo en for-
ma discontinua, en un volumen de 20 µl con los
siguientes componentes: 8 µl de RNA total y 2 µl
del iniciador antisentido, 4 µl de buffer de rever-
so transcripción 5X PromegaMR (200 mM Tris HCl
pH 7.5, 30 mM MgCl2 10 mM spermidine, 50
mM NaCl) 2 µl dNTP´s 10 mM (Promega MR),
0.125 µl de RNAsin (40 U/µl Promega MR), 0.5
µl de M-MLV reverso transcriptasa de 200 U/µl
(PromegaMR), 6.375 µl de agua. Para la PCR se
preparó una mezcla de reacción a 25 µl, la cual
contenía: 2.5 µl de buffer 10X (NH
4
), 1 µl MgCl2
25 mM, 0.5 µl dNTP´s 10 mM, 2.5 µl primer
antisentido 3 (10 pmoles), 2.5 µl  primer sentido
4 (10 pmoles), 0.25 µl Taq Polimerasa 5 U/µl y
12.75 µl de agua MiliQ estéril. Los programas tér-
micos utilizados fueron: 92-50-740C por 60-40-
40 seg, por 34 ciclos para NTN y S4/Ant, ade-
más de 92-54-740C por 60-60-60 seg por 34 ci-
clos para los iniciadores Mor.17-18
Resultados y discusión
Al comparar los métodos se observó que ambos
fueron eficientes para la extracción de ácido
ribonucleico, aunque el método comercial a base
de Trizol ReagentMR mostró mayor concentración
de RNA que el método de Chomczynski y
Sacchi.11 Se observó una mayor intensidad de las
bandas, que corresponden a RNA obtenido de
brote de tubérculo y foliolo (figura 1).
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Fig. 1. Comparación de calidad de ácido ribonucleico en teji-
do vegetal mediante el método comercial Trizol ReagentMR.
RNA, obtenido a partir de brotes de tubérculo con el método
de extracción comercial Trizol ReagentMR carriles 1 y 4 hojas;
2 y 5 brotes de tubérculo. La f lecha indica los ácidos
ribonucleicos ribosomales 28S y 18S.
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En la figura 2, las bandas correspondientes al RNA
ribosomal se observan con cierta degradación.
Con respecto a la calidad de RNA, al utilizar
el método de Chomczynski y Sacchi,11 se visualiza
un barrido en el gel asociado con una degrada-
ción de ácidos nucleicos, a diferencia del método
comercial (figura 1) donde las bandas de RNA
presentan menos degradación.
Los juegos de iniciadores evaluados mostraron
efectividad para la amplificación del cDNA del
virus PVY, NTN las amplificaciones que muestran
son nítidas y con muy buena intensidad, los re-
sultados de los iniciadores fueron muy consisten-
tes y reproducibles.
Con el juego de iniciadores Anti1/Sen3 y
Anti1/Sen4 se obtienen bandas de 388 a 416 pb,
respectivamente, con el programa térmico 92-50-
74ºC por 60-40-40 seg por 34 ciclos (figura 3),
los fragmentos esperados con el programa térmi-
co utilizado fueron los adecuados.13
Al amplificar el cDNA, con los iniciadores
Mor1/Mor2/Mor3, se observan dos bandas de
diferente peso molecular: una a 334 pb y otra de
569 pb, y en esta última se observa más tenue,
con el programa 92-54-74ºC por 60-60-60 seg du-
rante 34 ciclos (figura 4). Sin embargo, la detec-
ción del virus con estos iniciadores no solamente
detecta la variante relacionada con el PTNRD, ya
que éstos también detectan variantes y aislados
que no son tan virulentos, debido a las recombi-
naciones que ha sufrido el virus en su genoma con
Fig. 2. Comparación de calidad de ácido ribonucleico en teji-
do vegetal mediante el método Chomczynski y Sacchi (1987).
Carril 1-4 RNA Ribosomal. Fig. 3. RT-PCR con los iniciadores anti1/anti3/sen4. Carri-
les 1-6 muestras; carril 7 control positivo; carril 8 marcador de
peso molecular Ladder 100.
Fig. 4. RT-PCR con los iniciadores Mor1/Mor2/Mor3. Carri-
les del 1-7 muestras de problema, carril 8 control (-), carril 9
control (+), carril 10 Marcador de Peso Molecular Ladder 100.
Fig. 5. RT-PCR con los iniciadores S4/Ant. Los carriles 1 y 8
marcador de peso molecular Ladder 100, carriles 2-5 muestras,
carril 6 control (-), carril 7 control (+).
CIENCIA UANL / VOL. XII, No. 1, ENERO - MARZO 2009 59
otras variantes del PVY y a que la diferencia entre
la variante y los otros aislados de PVY es sólo en
una base en la posición 8611 del genoma, donde
el PVYNTN tiene una G en esta posición y los
demás aislados tienen una A, siendo designados
los iniciadores a la región de la cápside y a la re-
gión NIb del genoma del virus.14,20-21
Para los iniciadores S4/Ant se obtiene una
banda de 443 con el programa térmico 92-50-74ºC
por 60-40-40 seg por 34 ciclos, siendo éstos para
la amplificación del PVYn (figura 5).
Con respecto a los resultados de incidencia del
virus en la semilla de origen nacional, se evalua-
ron 40 submuestras que correspondían al lote 1,
de las cuales se detectaron 10 submuestras positi-
vas, donde cada submuestra estaba compuesta de
diez tubérculos, con una incidencia de 25%. Las
muestras positivas detectadas procedían de San
Joaquín, Galeana, Nuevo León, de la variedad
Mondial. Lo anterior representa uno de los pri-
meros reportes de la ocurrencia de PVYn en Nue-
vo León, ya que existen reportes recientes sobre el
mismo virus en semillas y plantaciones en Cana-
dá, Japón y otros países.22-27
Conclusiones
Como resultado del trabajo experimental de cam-
po, bodega y laboratorio se obtuvo un protocolo
basado en la transcripción inversa y reacción en
cadena de la polimerasa para una detección efi-
ciente del virus Y de la papa variante NTN. Ade-
más, se determinó la incidencia de la variante n
del virus Y en semilla nacional con las siguientes
conclusiones específicas:
El método comercial Trizol Reagent es efectivo
para la obtención de RNA. Los tres juegos de ini-
ciadores utilizados Anti 1/Anti 3/Sen 4, y Mor
1/Mor 2/Mor 3 fueron efectivos en la detección
del virus PVYntn; la sensibilidad de la técnica para
la detección de PVYntn en muestras compuestas
hasta por 25 tubérculos fue la esperada. De acuer-
do con los análisis realizados, se estima que para
el periodo 2004-2005 en las áreas muestreadas, el
porcentaje de incidencia del virus PVYn en semi-
lla de origen nacional fue de 25%.
Resumen
Para el diagnóstico del virus Y de la papa (PVY),
se ha utilizado la técnica serológica ELISA, pero
es imposible diferenciar la variante PVYNTN de
la PVYn debido a la similitud entre éstas. El pre-
sente trabajo pretendió establecer una metodolo-
gía eficiente para la detección del Potyvirus Y raza
NTN, mediante la técnica RT-PCR, así como de-
terminar la ocurrencia de esta enfermedad en cul-
tivos comerciales en el estado de Nuevo León. Se
emplearon diferentes primers (anti 1/ anti 3/ sen
4 ; Mor 1/ Mor 2/ Mor 3 y Antisentido/S4) don-
de el primer juego resultó homólogo a la región
P1, y el segundo a la región NIa, NIb y el CP del
genoma del virus. Como resultado de este experi-
mento se desarrolló un protocolo confiable y efec-
tivo para la detección y diferenciación de las va-
riantes del virus Y de la papa (PVY). Los tres jue-
gos de primers resultaron efectivos para la detec-
ción de la variante PVYNTN. Además, se deter-
minó una incidencia de 25% de la variante PVYn
en semilla de origen nacional.
Palabras clave: Solanum tuberosum, RT-PCR,
PVYntn.
Abstract
The ELISA serologic technique has been utilized
for the diagnostic of Potato virus Y (PVY), how-
ever it is impossible to differentiate the PVYNTN
from PVYn strain due to the similarity between
them. The present work intended to establish an
efficient methodology for detection of Potyvirus
Y strain NTN (PVYNTN ) by the RT-PCR technique,
as well as determining the occurrence of this dis-
ease in commercial fields in the State of Nuevo
Leon. Different primers (anti 1/ anti 3/ sen 4 ;
Mor 1/ Mor 2/ Mor 3 and Antisense/S4) were
used, where the first set was homologous to re-
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gion P1 and the second to region NIa, Nib, and
CP of the virus genome. As a result of this experi-
ment, a reliable and effective protocol for reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)
detection and strain differentiation of Potato vi-
rus Y (PVY) was developed. All three primer sets
were effective for detecting PVYNTN.  Also, an inci-
dence of about 25% of  PVY-n strain  was deter-
mined on national seeds.
Key words: Solanum tuberosum, RT-PCR, PVYntn.
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